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PRKCD 和 ASK1 在 人 癸 系 白血病 U937 细 胞 分 化 过 程 中 的 作用 
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摘要 :目的 通过 检测 ASKI 和 PRKCD 在 单 核 细 胞 分 化 过 程 中 的 表达 变化 ,探索 其 在 门静脉 高 压 症 (PH) 脾 亢 脾 脏 巨 哈 细 胞 


(M@) 功 能 变化 中 所 起 的 作用 。 方 法 采用 佛 波 酯 诱导 U937 分 化 成 为 巨 唉 细胞 样 细胞 ,q-PCR 检测 不 同 分 化 阶段 ASK1 和 
PRKCD mRNA 的 表达 ,Western Blot 检测 诱导 前 后 ASK1 和 PRKCD 和 蛋白 表达 水 平 变 化 ,ELISA 法 检测 细胞 分 化 过 程 中 与 吞 鸣 


功能 相关 的 细胞 因子 IL-10 和 TNF-o 的 分 泌 情 况 , 鸡 红细胞 吞噬 试验 鉴定 诱导 后 细胞 功能 。 结 果 随 着 PMA 诱导 U937 细 胞 时 


间 延 长 ,ASK1 和 PRKCD 基因 表达 水 平 下 降 ,TNF-o 的 分 泌 量 逐渐 增加 ,而 卫 -10 在 诱导 后 24 h 达 到 最 大 分 泌 量 ,随后 又 呈 下 降 
趋势 ;Western Blot 结果 显示 ,ASK1 及 p-ASK1 和 蛋白 表达 水 平 较 诱 导 前 均 显 车 上 升 ,PRKCD 及 p-PRKCD 和 蛋白 表达 水 平 显著 下 
降 ; 吞 叭 实验 结果 显示 ,诱导 后 的 细胞 具有 一 定 的 吞噬 功能 。 结 论 在 PMA 诱导 的 U937 细 胞 癌 单 核 细 胞 分 化 过 程 中 ,ASK1 和 蛋 
白 表达 上 调 ,PRKCD 和 蛋白 表达 下 调 , 与 脾 亢 脾 Mq 一 致 ,并 导致 Mo 活性 增强 。 
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Abstract: Objective To investigate the expression of ASK1 and PRKCD in the process of monocyte differentiation, and explore 
their role in functional changes of hypersplenism spleen macrophages (M9) in portal hypertension (PH). Methods U937 cells 
were stimulated to differentiate into monocyte/macrophage-like cells by cultivation in PMA and the mRNA expressions of 
ASKI1 and PRKCD were detected by q-PCR and the changes of protein expression were identified by western blot analysis. The 
secretion of phagocytose related cytokines such as IL-10 and TNF-a were tested by ELISA, and the function of the 
macrophage-like cells were studied by chicken red blood cell phagocytose test. Results The expressions of PRKCD and ASK1 
mRNA were gradually decreased along with the cell differentiation, while the secretion of TNF-a was increased, IL-10 
secretion reached a maximum at 24 h after PAM stimulation, and then gradually fell. The expression of ASK1 and p-ASK1 
were rapidly increased compared with the non-stimulated U937 cells, while the expression of PRKCD and p-PRKCD were 
sightly declined. The phagocytose test show that U937 cells induced with PMA were able to swallow the chicken red blood cell. 
Conclusion Up-regulated protein expression of ASK1 and p-ASK1 and down-regulated protein expression of PRKCD and 
p-PRKCD in the process of PMA induced monocyte differentiation, are consist with the expression changes of splenic 
macrophage phagocytosis in hypersplenism, which leads to increased activity of Mc. 
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ESAIK, Te] E W DR ES MAH EE, 1 T 
脉 高 压 症 (PHT) 脾 亢 患 者 脾 巨 哈 细 胞 Mo) 呈现 21 个 表 
达 上 调 的 已 知 基因 以 及 73 个 表达 下 调 的 基因 "。 其 中 
PRKCD(protein kinase C,delta) 基 因 表 达 出 现 29.8% 的 
下 调 ,ASK 基 因 (activator of S phase kinase) 的 mRNA 
表达 量 为 正常 脾 巨 鸣 细 胞 的 两 倍 多 。 前 期 研究 表明 ， 
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PRKCD 与 单 核 细胞 的 分 化 及 功能 密切 相关 ?” 。 
PRKCD 作为 细胞 增殖 与 分 化 的 重要 调节 和 蛋白 ,是 否 在 
TTIE Me 细胞 中 发 生 上 述 变化 中 发 挥 作 用 需要 进 一 
步 探讨 。ASK1(apoptosis signal- regulating kinase 1) 
TE JJ MAP (mitogen-activated protein) 激 酶 级 联 激 酶 
(MEKKK) 家 族 的 一 员 ,对 胞 内 许多 转录 翻译 过 程 进行 
调控 ,从 而 对 细胞 的 存活 .分 化 或 死亡 发 挥 重 要 作用 ,其 
基因 表达 上 调 与 脾 巨 唆 细 胞 功能 是 否 存在 相应 关系 值 
得 关注 。 为 此 ,本 研究 以 U937 单 核 细 胞 株 为 模型 ,采用 
佛 波 酯 (phorbol myristic acid, PMA) 体 外 诱导 其 分 化 ， 
研究 细胞 不 同 分 化 阶段 这 两 个 基因 mRNA 和 和 蛋白 表达 
变化 以 及 其 引起 的 细胞 生物 学 效应 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 材料 

人 单 核 细胞 株 U937( 中 科 院 上 海 细 胞 生物 所 细胞 
中 心 );PMA(Sigma 公 司 ),1640 基 础 培养 基 (Gibco 公 司 )， 
胎 牛 血清 (Hyclone 公 司 ), 首 转录 试剂 盒 (Fermentas 公 
司 ),RNA 提 取 试 剂 (Invitrogen 公 司 ),qPCR 试 剂 Platinum 
SYBR Green qPCR SuperMix UDG(Invitrogen 公司 )， 
PRKCD .p-PRKCD ASK1 及 p-ASK1 抗 体 (Santa cruz 
公司 ),HRP 酶 标 二 抗 (Bioworld 公司 ) ,彩色 预 染 蛋白 
分 子 量 标准 (Fermentas 4 F] ) ,Gimesa HACAS RÆ 
物 技 术 研 究 所 ),ELISA 试剂 盒 ( 南 京 凯 基 生物 科技 发 展 
有 限 公司 )。 
1.2 方法 
1.2.1 U937 细胞 株 培养 和 巨 噬 细 胞 诱导 AREA ET HL 
病 细胞 U937 细胞 株 悬 浮 培 养 于 含 10% 胎 牛 血 清 的 
RPMI 1640 培 养 液 , 于 37 C5% CO; .饱和 湿度 的 孵 箱 
中 培养 和 传代 , 取 对 数 生长 的 细胞 进行 处 理 。 以 每 孔 
1x10* 接 种 6 孔 板 ,0.2 pg/ml 终 浓度 的 PMA 进行 分 化 诱 
导 , 于 显微镜 下 观察 不 同 诱导 时 间 细 胞 形态 的 变化 。 
1.2.2 逆转 录 - 聚 合 酶 链 式 反应 (RT-PCR) 检 测 PRKCD 
和 ASK1 mRNA 的 表达 取 诱 导 前 诱导 后 24 hun 
48 h 换 液 培养 48 Ph 后 的 细胞 ,用 q-PCR 检测 mRNA 的 
表达 。 用 抽 提 液 提取 总 RNA ,逆转 录 cDNA 模 板 ,25 pl 
反应 体系 :Platinum SYBR Green qPCR SuperMix- 
UDG 1 12.5 ul, Forward primer (10 umol/L) 1 ul, 
Reverse primer(10 umol/L)1 ul, cDNA 1 ul, HH DNase/ 
RNase-free ddH,O 至 25 ul; PRKCD 的 上 游 引 物 为 
5-AGCCGACCATGTATCCTGAGTG-3', 下游 引物 为 
5-TCAGCCTTGCCATTGTTCTTCT-3', 扩 增 片段 产物 
长 度 166 bp, ASKI 的 上 游 引 物 为 5-CCGCAGCCCA 
CTCGTTT-3', 下 游 引 物 为 5-CAGTCGCCCGGCAC 
CTAC-3', 扩 增 片段 产物 长 度 225 bp, 扩 增 内 参 B-actin 
上 游 引物 35-GACTTAGTTGCGTTACACCCTTTC-3，， 
下 游 引物 :5-GACTGCTGTCACCTTCACCGT3', 扩 
增 片段 产物 长 度 163 bp,qPCR 反应 程序 :50 % 3 min, 
95 C 3.5 min,95 C 15s,60 C 20 s,72 C 30 s, 共 45 个 
循环 ,实验 结果 由 荧光 定量 PCR 分 析 软 件 BIO-RAD 
CFX Manager 自动 进行 统计 和 计算 。 
1.2.3 Western blot 检 测 PRKCD 和 ASK1 有 蛋白 水 平 的 变 
化 取 诱 导 前 及 诱导 后 换 液 培 养 48h 的 细胞 ,裂解 液 裂 
解 细胞 提取 和 蛋白 ,BCA(bicinchoninic acid) 法 测定 蛋白 
浓度 。 每 孔 上 样 量 30 hg, 进 行 SDS-PAGE 电 泳 ,电泳 完 
毕 , 湿 转 转 膜 ,5% 脱 脂 奶 粉 封 闭 1 h, 一 抗 4% 孵 育 过 夜 ， 
1xTBST 洗 膜 3 次 (20 min/ 次 ) ,室温 孵育 二 抗 1 h,1x 
TBST 洗 膜 3 次 (20 min/ 次 ),ECL 化 学 发 光 显 影 。 
1.2.4 酶 联 免疫 吸附 实验 取 诱 导 不 同时 间 的 细胞 上 
清 , 按 照 ELISA 操 作 试 剂 盒 进 行 TNF-a 分 刻 水 平 的 测 
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定 。 标 准 曲线 的 设 定 : 在 酶 标 包 被 板 上 设 标准 品 孔 4 
孔 ,初始 孔 TNEF-o 标 准 品 浓度 为 20 pg/ml, 依 次 二 倍 倍 
比 稀释 ,分 别 设 样品 孔 和 空白 孔 ,样品 作 5 倍 稀释 ,每 
FL 50 ul; 每 孔 加 入 酶 标 试剂 (HRP 标 记 的 检测 抗体 ) 
100 由 ,空白 孔 除 外 ,用 封 板 膜 封 板 后 置 37 %C 温 育 60 min; 
小 心 揭 掉 封 板 膜 , 弃 去 液体 , 甩 干 ,每 孔 加 满 洗涤 液 , 静 
置 1 min 后 弃 去 ,如 此 重复 5 次 , 拍 干 ;每 孔 先 加 入 显 色 
剂 A50 pl1, 再 加 入 显 色 剂 B50 pl, 轻 轻 震 荡 混 匀 ,37 %C 
避 光 显 色 15 min; 每 孔 加 终止 液 50 由 ,终止 反应 ; 以 空 
白 空调 零 ,15 min 内 ,450 nm 波长 依 序 测量 各 孔 的 吸光 
度 (D)。 

1.2.5 鸡 红 细胞 吞噬 实验 取 诱 导 后 8 h 及 诱导 48 h 后 
换 液 培养 两 天 后 的 细胞 进行 红细胞 厨 吹 实 验 。 按 照 余 
虹 等 ?方法 进行 实验 , 鸡 红细胞 悬 液 的 制备 :鸡翅 下 静脉 
取 血 保存 于 阿 氏 液 ( 葡 萄 糖 2.05 g 柠檬 酸 钠 0.8 g Jr 
EI 0.055 g AKEN 0.42 g, 加 莹 馏 水 至 100 ml, 加 热 
溶解 后 将 pH 值 调 到 6.1,121 % 高 压 灭 菌 30 min, 放 置 在 
4 的 环境 内 ,保存 备用 )。 血 液 和 阿 氏 液 的 体积 比 
为 1:4。 使 用 前 先 用 生理 盐水 洗涤 鸡 红 细胞 2 次 ,每 次 
离心 弃 上 清 (1000 r/min,5 min) ,最 后 用 生理 盐水 配制 
5%(WV/W) 的 鸡 红 细胞 县 液 。 否 哈 实 验 : 上 述 诱导 组 细胞 
弃 尽 培养 上 清 及 未 贴 壁 细胞 ,加 入 适量 鸡 红 细胞 悬 液 ， 
37 % 作 用 90 min。 取 出 , 弃 尽 多 余 液 体 ,37 CHAH 
PBS 冲洗 掉 未 粘 附 的 鸡 红 细胞 ,加 入 甲醇 固定 3 min, 弃 
去 甲醇 液体 , 风 吹 晾 干 ,再 加 入 适量 Giemsa 染 液 ,染色 
30 min ,自来水 冲洗 掉 多 余 液 体 , HRF, HA 


2 结果 
2.1 PMA 诱导 U937 细胞 分 化 为 巨 噬 细 胞 

人 髓 系 白血病 细胞 U937 细胞 呈 类 圆 形 , 在 培养 液 
中 其 浮生 长 。 经 PMA 诱 导 后 8 了 细胞 即 贴 壁 ,24 h 后 贴 
壁 细胞 出 现 聚 集 ,48 h 贴 壁 细胞 形态 改变 ,细胞 表面 出 
现 伪 足 ;更 换 正常 培养 基 后 继续 培养 48 h, 可 见 大 部 分 细 
胞 形态 发 生变 化 ,呈现 梭 型 . 星 型 等 不 规则 形态 (图 1)。 
2.2 U937 细 胞 诱导 后 不 同时 间 PRKCD 和 ASK1 mRNA 
的 表达 

为 明确 诱导 过 程 中 ASK1 和 PRKCD 基因 mRNA 
表达 水 平 的 变化 ,分 别 取 非 诱导 细胞 PMA 诱导 后 8、 
24.48 h 的 细胞 ,提取 总 RNA,q-PCR 检测 两 个 基因 的 
mRNA 表达 变化 。 结 果 显 示 , 随 着 诱导 时 间 的 延长 ,两 
个 基因 的 mRNA 表达 均 呈 现下 降 趋 势 (网 2)。 
2.3 U937 细 胞 诱导 前 后 PRKCD 和 ASK1 和 蛋白 的 表达 

取 诱 导 前 及 诱导 后 恢复 48h 的 细胞 ,提取 总 蛋白 ， 
Western blot 检 测 ASK1 和 PRKCD 和 蛋白 的 表达 ,总 蛋白 
上 样 量 30 jg。 结果 显示 :细胞 分 化 后 ,ASK1 和 p-ASK1 
表达 水 平 较 诱导 前 均 显 著 上 升 ,而 PRKCD 和 p-PRKCD 
表达 水 平 较 诱导 前 显 车 下 降 ( 图 3A~D)。 
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1 PMA 诱导 后 不 同时 间 细 胞 形态 变 


Fig.1 The typical morphological changes of U937 cells induced with PMA for different time 
(Original magnification: x40). A: Without PMA-induced U937 cells; B: U937 cells were induced 
with PMA for 24 h; C: U937 cells were induced with PMA for 24 h; D: U937 cells were induced 
with PMA for 24 h and incubated with normal medium for 48 h. 


1.4 
™ ASKI 
3 1.2 1 *"PPKCD 
8 os! Hi 
F 
& 061 
g 
N 
i K | i 
0- J : s 
Ctrl 8h 24h 48h 
2 q-PCR 检测 U937 细 胞 经 PMA 诱导 后 不 同时 间 后 
ASK1 和 PRKCD mRNA 的 表达 


Fig.2 Expression of ASK1 and PRKCD mRNA in U937 
cells induced with PMA for different time by q-PCR 
ASKI, **P«0.01 vs ctrl; PRKCD, *P«0.01 vs ctrl. 


2.4 ELISA 检 测 诱导 不 同时 间 点 TNF-a 和 开 -10 的 分 汶 
采用 ELISA 法 测定 与 吞噬 功能 相关 的 细胞 因子 
TNEF-a 和 开 -10 的 分 泌 。 结 果 显示 , 随 着 细胞 分 化 程度 
的 增加 ,TNF-e 的 分 泌 量 逐 渐 增 加 ,IL-10 分 泌 量 呈现 先 
增加 后 下 降 的 趋势 (图 4A,B)。 
2.5 诱导 后 细胞 吞噬 功能 的 检测 
为 了 进一步 检测 所 诱导 细胞 是 否 具有 生 噬 功能 , 取 
诱导 后 8 h 和 诱导 恢复 48h 的 细胞 做 鸡 红细胞 吞噬 实 
验 。 结 果 表 明 ,PMA 诱 导 后 8 h, 尚 未 有 红细胞 被 吞 唆 
(图 5A 箭 头 所 示 为 鸡 红细胞 ); 当 细 胞 诱导 48 h 后 更 换 


正常 培养 基 培 养 48 h, 可 观察 到 有 鸡 红 细胞 被 否 哈 (图 
5B 箭 头 所 示 )。 


3 讨论 

脾 功 能 亢进 症 是 一 常见 临床 综合 征 , 主 要 由 肝 硬 化 
门静脉 高 压 (PHT) 引 起 ,表现 为 脾 肿 大 ` 同 时 有 一 种 或 
几 种 血细胞 的 减少 等 目前 临床 上 治疗 上 比较 困难 ”。 

本 课题 组 前 期 研究 结果 发 现 " ,在 PHT 发 生 时 ,和 脾 
脏 Mo 细 胞 否 只 功能 增强 的 可 能 分 子 机 制 如 下 :PRKCD 
表达 下 调 , 通 过 抑制 Me 凋 亡 减少 免疫 抑制 性 细胞 因子 
(如 开 -10) 分 泌 .影响 Me 分 化 及 趋 化 游 走 等 多 种 途径 引 
起 脾脏 Me 功能 增强 ;ASK 表 达 明 显 上 调 , 可 导致 My 活 
性 增强 (包括 其 吞噬 功能 的 增强 )。 但 PRKCD 和 ASK 
能 否 作为 脾 亢 基因 治疗 的 弛 点 ,还 需 进一步 研究 证 实 。 
本 研究 采用 体外 诱导 单 核 细胞 分 化 方法 ,研究 以 上 两 个 
基因 在 单 核 - 巨 噬 细 胞 分 化 不 同 阶段 的 表达 情况 以 及 其 
引起 的 生物 学 效应 。 

U937 细胞 系 是 单 核 巨 噬 细 胞 性 白血病 细胞 ,通过 
PMA 诱导 U937 细 胞 分 化 而 获得 的 成 熟 巨 噬 细 胞 ,在 某 
些 方面 可 替代 血液 及 组 织 中 的 单 核 巨 喉 细 胞 。 通 过 对 
诱导 过 程 中 基因 及 蛋白 表达 调控 的 研究 ,有 助 于 初步 了 
解体 内 血液 单 核 细胞 逐渐 分 化 为 组 织 巨 唉 细胞 的 机 制 ， 
目前 体外 诱导 单 核 细胞 为 巨 喉 细 胞 的 模型 已 经 用 于 多 
项 巨 吹 细 胞 吞 鸣 功 能 的 研究 “…。 本 研究 中 ,U937 细 胞 
经 PMA 诱导 后 ,细胞 形态 类 似 巨 喉 细 胞 ,并 通过 鸡 红 细 
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图 3A Western-blotting 检测 U937 细胞 经 PMA 前 后 
ASK1 和 p-ASK1 蛋白 的 表达 变化 

Fig.3A Expression of ASK1 and P-ASK1 protein in 
U937 cells induced with PMA cells compared with 
uninduced control by Western-blotting. **P«0.01 vs ctrl. 


VeL Sc E BS re ERAÉ Hosoya 
H 等 中 用 PMA 诱 导 U937 成 为 巨 哈 细胞 的 研究 中 ,发 现 
已 分 化 在 诱导 的 细胞 仍 具 有 去 分 化 能 力 , 并 初步 推测 这 
一 过 程 中 伴随 着 基因 表达 的 改变 。Young-Sook 5$ "7 
用 基因 芯片 研究 表明 在 血液 单 核 细胞 转变 为 组 织 巨 噬 
细胞 的 过 程 中 ,一 系列 与 细胞 因子 趋 化 因子 .细胞 表面 
抗原 相关 分 子 和 信和 号 转 导 和 蛋白 相关 的 转录 因子 的 基因 
表达 发 生变 化 。 

PKC 是 存在 于 哺乳 动物 细胞 胞 浆 内 的 脂 质 依 赖 性 
丝氨酸 / 甸 氨 酸 和 蛋白 激酶 ,至 少 包 括 12 中 亚 型 ,分 为 经 典 
型 PKC (conventional PKC, cPKC) 、 新 型 PKC (novel 
PKC, nPKC) . 非 经 典型 PKC (atypical PKC, aPKC) J£ 
PKC-h 四 类 。PKC 通 过 催化 多 种 蛋白 质 上 丝氨酸 (Ser)/ 
苏 氨 酸 (Thr) 磷 酸化 ,来 调节 细胞 的 代谢 、 生 长 .增殖 和 分 
化 ”5 。PKC5 是 nPKC 亚 型 家 族 的 重要 成 员 ,在 细胞 的 
生长 分 化 , 凋 亡 .肿瘤 进展 中 发 挥 重 要 的 作用 ,但 PKC5 
在 细胞 信号 转 导 中 的 作用 还 不 十 分 清楚 5 。 

PRKCD 作为 调控 细胞 增殖 与 凋 亡 的 蛋白 激酶 , 同 
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和 p-PRKCD 蛋白 的 表达 变化 

Fig.3B Expression of PRKCD and p-PRKCD protein in U937 
cells induced with PMA cells compared with uninduced 
control by Western-blotting. ***P«0.01 vs ctrl. 
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图 4A Elsia 检 测 U937 细 胞 经 PMA 诱导 不 同时 间 后 
TNF-c 的 分 泌 
Fig.4A Secretion of TNF-a in U937 cells induced with 
PMA for different time by Elisa. **P«0.01 vs 0 h. 


时 也 是 PMA 的 受 体 ,在 这 一 过 程 中 很 可 能 会 发 生 基因 
或 蛋白 水 平 的 变化 一。 在 本 研究 中 , 随 着 细胞 的 分 化 ， 
PRKCD 的 mRNA 表达 呈 下 降 趋 势 , 这 一 现象 同 我 们 前 
期 研究 的 脾 亢 患者 脾 巨 只 细胞 PRKCD 基因 表达 下 调 
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Fig.4B Secretion of IL-10 in U937 cells induced with 
PMA for different time by Elisa. **P«0.01 vs 0 h. 


图 5 PMA 诱导 前 后 U937 细 胞 吞噬 功能 检测 


THfT ^. M Western blot 结果 看 ,细胞 分 化 后 ,PRKCD 
蛋白 表达 及 其 磷酸 化 水 平均 明显 下 降 , 这 可 能 是 因为 细 
胞 在 受到 PMA 刺激 时 ,PRKCD 被 激活 后 与 泛 素 结合 ， 
最 终 降 解 所 致 号 。 

ASK1 是 细胞 丝 裂 原 活化 蛋白 激酶 激酶 激酶 家 族 
成 员 之 一 。 在 正常 细胞 中 ,ASKI1 的 活化 受到 严格 的 控 
制 , 如 苏 氨 酸 /丝氨酸 磷酸 化 和 去 磷酸 化 .蛋白 -蛋白 相互 
作用 等 。 多 种 应 激 和 促 炎 因子 能 激活 ASK1, 因 此 在 多 
种 生理 和 病理 过 程 中 都 有 活化 的 ASK1 的 参与 ”。 
ASKI 能 够 对 许多 内 源 性 和 外 源 性 的 刺激 进行 平衡 和 
整合 ,使 细胞 对 不 同 的 刺激 作出 合适 的 应 答 。 本 研 
究 发 现 ,PMA 诱 导 U937 细 胞 分 化 后 ,ASK1 和 蛋白 表达 量 


Fig.5 Phagocytosis changes of U937 cells induced with PMA (Original magnification: x40). A: 
Without PMA-induced U937 cells; B: U937 cells were induced with PMA for 24 h and incubated 


with normal medium for 48 h. 


显著 增加 ,其 磷酸 化 水 平 也 成 上 升 趋势 ,但 其 mRNA 表 
达 水 平 呈 下 降 趋势 。Yamada 等 中 研究 了 人 ASK 基因 
编码 的 Cdc7 激 酶 的 活性 调节 基 团 并 分 离 鉴 定 了 对 应 的 
ASK 启 动 子 区 域 ,证 实 这 一 ASK 启 动 子 能 够 有 效 地 刺 
激 细胞 生长 ,提高 细胞 活力 。 

TNF-a 与 二 -10 在 淋巴 细胞 、 单 核 巨 哈 细 胞 进行 免 
疫 调控 及 炎症 反应 中 发 挥 多 种 效应 。TNEF-o 主 要 由 巨 
噬 细 胞 分 泌 ,为 多 功能 的 炎症 因子 。 随 着 诱导 时 间 的 延 
长 ,其 分 泌 量 逐 渐 增 大 ,提示 其 可 能 的 原因 为 PMA TEVS 
导 单 核 细胞 分 化 的 过 程 中 ,扮演 着 炎症 刺激 因子 角色 ， 
促使 细胞 在 分 化 过 程 中 释放 TNF-a。Janeway 等 ”研究 
表明 ,巨星 细 胞 分 泌 的 TNF-o 通 过 促进 血 凝 从 而 抑制 机 
体感 染病 原 菌 。 本 课题 组 前 期 研究 表明 ™ ,在 脾 亢 Mo 
中 ,TNF-o 的 分 泌 量 大 量 增加 ,这 可 能 因为 机 体 遭 遇 病 
原 菌 感染 时 ,Me 吞噬 破坏 血细胞 增多 ,从 而 发 生 PHT。 
同时 也 发 现 PHT 脾 M9,IL-10 分 泌 量 受到 抑制 。IL-10 
为 免疫 抑制 性 细胞 因子 ,U937 分 化 过 程 中 ,细胞 发 后 聚 
集 后 其 分 泌 量 逐渐 下 降 , 进 一 步 证 明了 IL-10 可 能 影响 
单 核 细胞 进一步 分 化 。 


综 上 所 述 , 本 研究 采用 U937 这 一 单 核 细胞 株 体 外 
诱导 成 巨 噬 细 胞 样 细胞 ,并 对 诱导 不 同 阶段 脾 亢 脾 Me 
相关 基因 和 蛋白 表达 及 影响 巨 哈 细胞 功能 的 细胞 因子 
分 泌 进行 检测 ,发现 PRKCD 及 其 磷酸 化 蛋白 表达 下 
调 ,ASK1 及 其 磷酸 化 和 蛋白 表达 明显 上 调 ,为 以 PRKCD 
MASKI 作为 脾 亢 治疗 的 靶 点 提供 了 实验 依据 。 
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